Contribution à la connaissance 
de la constitution et de la synthèse 
des acides humiques (*) 


par Wolfgang FLAIG 


Institut de Biochimie des Sols, 
Centre de Recherches Agronomiques, FAL, 
Bundesallee 50, 3301 Braunschweig, 
(Allemagne Fédérale) 


SOMMAIRE 


L'auteur expose d'abord la question de l'isolement des acides humiques puis 
de leurs caractéristiques en fonction de leurs conditions de formation. Leur ori- 
gine à partir des lignines et des phenols synthétisés par la microflore est large- 
ment discutée. Ensuite, on aborde l'intégration de l'azote lors de la condensation 
des phénols avec les protéines ou leurs métabolites. On en arrive alors au pro- 
blème de la classification des matières organiques du sol. Le fractionnement des 
acides humiques en diverses sous-fractions est étudié sur des acides humiques 
tant synthétiques que naturels. Enfin, les caractéristiques permettant de donner 
une certaine existence à un groupe de substances denommees « acides humiques » 
sont abordées en tenant compte de leur polymérisation et de leur comportement 
physico-chimique. 


INTRODUCTION. 


Un certain nombre de résultats dont nous allons parler ayant déjà été publiés, nous 
allons tenter de faire une mise au point de nos connaissances actuelles concernant les 
acides humiques. 


1. _ SUR LE MODE D'ISOLEMENT DES ACIDES HUMIQUES : 


Les substances humiques, en particulier les acides humiques, se forment lors de 
l'humification à partir d'un mélange de différents composés qui proviennent, avant tout, 
de matériaux végétaux morts. Ces substances néoformées et de coloration foncée ont 
des propriétés voisines. Aussi est-il difficile d'extraire des fractions de composition 
chimique homogène. En outre, de nombreux procédés d'extraction engendrent des modi- 
fications plus ou moins importantes des substances par suite de phénomènes d'hydrolyse 
et de condensation. 


Une autre difficulté provient du fait que les substances organiques du sol sont liées 
aux minéraux argileux par des cations bi- et trivalents et peut-être par des liaisons 
hydrogène en rapport avec les groupements hydroxyls phénoliques, aliphatiques et 
carboxyliques, enfin des groupements aminés interviendraient plus ou moins également. 
Afin d'éviter des altérations chimiques tout en obtenant une extraction maximale, il est 
nécessaire d'utiliser des solvants polaires à haute constante diélectrique. La dispersion 
des substances humiques est ainsi favorisée ainsi que la solubilisation par rupture des 
liaisons hydrogènes. 


(*) Conférence tenue le 16 avril 1970, à Paris, lors de l'Assemblée Générale de l'Association 
Française pour l'Etude du Sol. 
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Les solvants utilisés devraient être sélectifs, afin de faciliter la purification et de 
permettre l'obtention de fractions relativement homogènes. 


Le tableau suivant indique le pouvoir de dissolution de différentes liqueurs d'extraction 
de la matière organique dans deux horizons d'un podzol (SCHNITZER, WRIGHT et 
DESJARDINS, 1958). 

Des 15 agents d'extraction, seuls quelques-uns comme la soude caustique, l'ortho- 
phosphate de sodium, le pyrophosphate de sodium, le fluorure de sodium et l'acide 
fluorhydrique sont capables d'extraire environ 90 % du carbone total du sol. 

Du fait que le choix de la liqueur d'extraction a une influence décisive sur le résultat 
du fractionnement, WIESEMULLER (1965) a rassemblé les divers modes d'extraction 
fournis par la littérature et concernant les tchernozems. 

1.1. Les différents rapports quantitatifs : acides humiques — acides fulviques : 
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FIGURE I. — Comparaison de différents agents d'extraction, 
selon WIESEMULLER (1965) 


© Acides fulviques. © Acides humiques gris. 


e Acide hymatomélanique. © Résidus. 


© Acides humiques bruns. 


2 % HCI à froid, 1 % NaOH à froid : NEHRING (1955), TIURIN (1937). 
5 % HCI, 70° C, 0,15 % NaOH à ébullition : SPRINGER (1938). 

5 % HCI, 70° C, 1 % NaOH à froid. 

01 M Na.P.O, 0,1 n NaOH, 16 heures à froid ` KONONOVA et BELCHI- 
KOVA (1961). 

0,1 n Na;P.O,, 0,1 n NaOH, 16 heures à froid. 

0,1 n Na;P.O,, 8 heures à ébullition : WELTE (1956). 

0,1 n Na;P.O,, 5 % hydrate d'hydrazine, 16 heures à froid. 
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CONSTITUTION ET SYNTHESE DES ACIDES HUMIOUES 


TABLEAU 1. — Pouvoir de dissolution de différents agents d’extraction 
de la matière organique dans deux horizons d'un podzol 


Pourcentage de carbone extrait de l' 
Liqueur d'extraction horizon Ag horizon Bo: 


I. - correspond aux acides humiques 
II - correspond aux acides fulviques. 


De ce schéma, il ressort d'abord que contrairement au podzol du tableau 2, la 
proportion de carbone extrait est faible dans les tchernozems. Cela provient du fait que, 
dans ce dernier cas, on a davantage de composés minéraux associés à la matière 
organique. 


En outre, on constate que : 
1° l'utilisation de liqueurs alcalines ou acides à forte concentration et à chaud 
provoque une dégradation importante des substances humiques (ll et IV); 


2° le rapport acides fulviques (1) — acides humiques (3 + 4) est différent selon 
le mode d'extraction ; 


3° le rapport acides humiques bruns — acides humiques gris n'est approximativement 
identique que pour les méthodes de | à IV. 


D'après les deux premiers diagrammes, on peut conclure que l'extraction des 
substances humiques ainsi que leur fractionnement en acides fulviques, acides hymato- 
mélaniques et acides humiques doivent s'effectuer selon toujours la même méthode 
conventionnelle si l'on veut comparer les travaux de divers auteurs. A l'époque, nous 
nous étions ralliés à la méthode de KONONOVA et BELSCHIKOWA (1961), du fait 
que la majorité des analyses de substances humiques provenant de sols et de climats 
différents avait été effectuée avec cette méthode qui est également rapide. 
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2. — PROPRIETES DES ACIDES HUMIQUES EN RAPPORT AVEC LEURS CONDITIONS DE 
FORMATION : 


2.1. Composition élémentaire et caractère aromatique : 


Le tableau suivant donne la composition élémentaire des acides humiques et fulviques 
des principaux sols de l'U.R.S.S. 


TABLEAU 2. — Composition élémentaire des acides humiques et fulviques des 
principaux types de sols de l'U.R.S.S. (en p. 100 de la matière organique sèche, 
selon KONONOVA, 1961) 


3 E — 

SOLS C H o | N C:H 
— L > = a = 

Podzol nordique sous forêt ; I 58,11 5,37 32,00 4,52 10,82 

Humus, Horizon Uluvial D 52,37 3,53 42,89 1,21 14,84 

16-24 cm, région d'Arckangel 

Sod-podzol, sol cultivé I 57,63 5,23 35,33 4,81 11,02 

0-20 cin, régton de Moscou D 42,63 5,05 44,60 4, 9,15 

Sol forestier gris foncé sous chênaie 1 61,20 3,60 31,32 3,88 17,00 

12-19 em, region de Voronesch u 47,46 3,64 45,87 3,03 13,04 

Tchernoziom ordinaire, cultivé I 62,13 2,91 31,38 3,58 21,35 

0-20 em, steppe de Kamennayu u 44,04 3,45 40,36 2,35 13,00 

région de Voronesch 

Sol châtain, non cultivé 1 61,74 | 3,72 30,62 3,92 15,60 

0-20 cm station expérimentale de il 43,19 3,61 51,43 1,77 11,96 

Walwisk, région de Stalingrad 

Serozem léger, cultivé 1 61,94 3,93 29,46 4,67 15,76 

0-20 em ; Paschta-Aral u | 45,00 4,30 46,00 3,90 10,65 

Kasatkstan 

Krasnozen sous fougères, 0-20 cm 1 59,65 4,37 31,54 4,44 13,65 

Anaseult, Géorgie. u 49,82 3,35 L 44,33 2,50 14,87 

= 2 = L = 


KONONOVA (1961) a publié une étude sur la composition élémentaire d'acides 
humiques et fulviques obtenus d'après le mode opératoire précédemment évoqué : 

Dans ce tableau, on trouve les valeurs pour 9 sols prélevés du Nord au Sud de 
l'U.R.S.S. Dans le même sens, la température moyenne annuelle passe de + 2" C à 
+ 11° C et la pluviométrie moyenne annuelle de 600 mm à 190 mm. ll ressort nettement 
que les pourcentages de carbone, d'hydrogène et d'azote dépendent des conditions de 
genèse des substances humiques. Le taux d'oxygène des acides fulviques est toujours 
plus élevé que celui des acides humiques alors que la teneur en carbone des acides 
humiques dépasse celle des acides fulviques. Le rapport C/H est considéré par 
KONONOVA comme étant un reflet du caractère aromatique. A l'exception des sols des 
extrémes Nord et Sud, le caractere aromatique est plus marqué chez les acides humiques 
que chez les acides fulviques. 


WRIGHT et SCHNITZER (1961) ont déterminé le caractére aromatique des fractions 
d'un podzol (horizons A; et BI d'apres la méthode de MAZUMDAR et al. (1957) 
et CHAKRABARTTY et al. (1960). L'extrait à la soude caustique 0,5 n est centrifugé, 
puis la partie limpide est agitée avec de l'amberlite 120, la solution est alors évaporée 
sous vide et le résidu est porté à 170" C pendant 500 heures. Le faible courant d'air 
passant dans le tube de combustion oxyde les atomes des carbones aliphatiques et 
alicycliques alors que les composés aromatiques subsistent. L'oxydation du carbone non 
phénylique engendre surtout des groupements fonctionnels oxygénés, en majorité des 
groupements carboxyliques. Si l'on déduit à présent des taux de carbone total et d'hydro- 
gene total, ceux de carbone et d'hydrogene présents dans les groupements carboxyliques, 
on aboutit aux taux de carbone et d'hydrogène aromatiques. 


42 


CONSTITUTION ET SYNTHESE DES ACIDES HUMIQUES 


TABLEAU 3. - Répartition du carbone et de l'hydrogène dans la fraction orga- 
nique de deux horizons de podzol (WRIGHT et SCHNITZER, 1961) 


Carbone en p. 100 M.S. Hydrogène en p. 100 M.S. 


Horizon 


dans groupe-|aliphatique 


A l'exclusion du carbone et de l'hydrogène des groupements carboxyliques, le 
matériau organique de l'horizon A; contient plus de carbone et d'hydrogène aliphatiques 
et alicycliques que l'horizon B.. 


l| s'ensuit que le matériau humique de ce dernier horizon a un caractère aromatique 
plus marqué que celui de l'horizon A». On arrive aux mêmes conclusions lors de l'oxydation 
alcaline avec le permanganate de potassium et l'acide nitrique (par exemple SCHNITZER 
et WRIGHT, 1960) de composés aromatiques. 


2.2. Róle de l'oxygene : 


Les groupements acides jouent un róle important parmi les fonctions contenant de 
l'oxygène. On distingue les groupements fortement et faiblement acides. On admet que 
les premiers sont des groupements carboxyliques, les derniers des groupements phéno- 
liques. Pour faire cette distinction, on peut proposer pour la détermination des groupe- 
ments carboxyliques l'action sur l'acétate de calcium et pour déterminer l'acidité totale 
l'action de l'hydroxyde de barium sous atmosphère d'azote. On admet que la différence 
des deux valeurs correspond aux hydroxyles phénoliques. Le dosage n'est pas très 
correct car des hydroxyles phénoliques sont souvent plus acides que des hydroxyles 
carboxyliques. 


Les groupements carbonyles sont déterminés par formation d'oximes ou avec la 
24 - dinitrophénylhydrazone ; la 2,4 - dinitrophénylhydrazine excédentaire est déterminée 
polarographiquement. 


En prenant comme exemple quelques données analytiques d'acides humiques et 
fulviques de différents horizons d'un podzol et d'un sol forestier gris, nous montrerons 
les différences qui en résultent. SCHNITZER et GUPTA (1964) sont d'avis que les valeurs 
sont trés proches entre les acides humiques et fulviques. La plus grande différence se 
situe au niveau des taux d'hydroxyles phénoliques. 
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TABLEAU 4. - Données analytiques concernant les acides humiques et fulviques 

d'un podzol (horizon Bn (1)), (SCHNITZER 1965) et d'un sol gris forestier (0 à 

5 cm de profondeur (2) et de 40 à 60 cm de profondeur (3)), (SCHNITZER 
et GUPTA, 1964) 


Elément 


ek EE Rei 


(par différence) 


Acidité totale 
Carboxyles 

Total des hydroxyles 
Hydroxyles phénoliques 
Hydroxyles alcooliques 
Carbonyles 

Poids moléculaires (x) 


Dans ce tableau, la tonction oxygénée ether-oxyde n'a pas été déterminée. La teneur 
des acides humiques en groupement méthoxyl est variable et peut atteindre 2 %. 
Lors de la réduction des acides humiques par le sodium dans la pyridine, selon MUSSO 
(1963), il a été impossible de déceler des liaisons éther-oxydes pour des noyaux 
benzeniques. 


TABLEAU 5. -- Capacité d'échange de base des acides humiques en fonction du pH 
(meq/100 g) (RYDALEWSKAJA et TISCHENKO, 1941) 


Sol d'oü les 
acides humiques 
ont été extraits 


Ces groupements acides des acides humiques participent à la capacité d'échange 
de base qui, chez les acides humiques de podzol, est généralement plus faible que dans 
le cas du tchernozem. Dans tous les cas, la capacité d'échange des acides fulviques 
est plus faible que celle des acides humiques et est de l'ordre de 300 à 350 meq/100 g. 
La capacité d'échange dépend du pH et de la nature du cation. 

Il y a un certain nombre d'années, nous avions étudié les groupements actifs du 
point de vue de la capacité d'échange chez les acides humiques de méme que de 
l'influence des composés humiques sur la capacité d'échange des sols (FLAIG, 
SOECHTIG, BEUTELSPACHER, 1963). 


(*) Le poids moléculaire moyen a été déterminé par cryoscopie dans le sulfolan par SCHNITZER 
et DESJARDINS (1962). 
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2.3. Rôle de l'azote. 


Concernant le rôle de l'azote, nous n'indiquerons que quelques résultats en rapport 
avec des considérations ultérieures. Le taux d'azote des acides humiques oscille entre 
1 et 5 %. 


Acides humiques (1-5 N %) 
Hydrolyse avec HCl 6 n 
(100 % N) 


Hydrolysat Résidu 


a -NH-N NHN Amino-glucide N hétérocyclique (2) 
20-40 % 10-25 % 1-5 % ~ 50 % 


| 


Au moins Fusion (NaOH : acétate de Na) 
7 à 12 % 7 1 1 

sous forme 

de liaison — 25 % 

peptidique. 

= 50% 


FIGURE II. — Répartition de l'azote dans les acides humiques 


Pour situer les liaisons de l'azote dans les acides humiques, on a, dans de nom- 
breuses analyses, effectué l'hydrolyse avec de l'acide chlorhydrique 6 n. Environ la 
moitié de l'azote se retrouve dans l'hydrolysat. Le pourcentage d'azote œ aminé représente 
20 à 40 % de l'azote total, celui de l'azote ammoniacal 10 à 25 % et celui de l'azote 
dans les amino-glutides 1 à 5 %. Environ 7 à 12 % de l'azote œ aminé se trouvent 
engagés dans des liaisons peptidiques quant aux acides humiques extraits de sol. 


50 % de l'azote total se retrouvent dans les résidus d'hydrolyse d'acides humiques. 
Par fusion en présence d'un mélange de soude caustique et d'acétate de sodium à 270" C 
pendant 7 minutes, on arrive encore à déplacer 25 % de l'azote total qui doit être considéré 
comme faisant partie d'acides aminés difficilement hydrolysable du type N - phénylglycine 
(FLAIG et BREYHAN, 1956). 


L'azote œ aminé a été fractionné par chromatographie sur colonne. Des acides 
humiques obtenus à partir de divers types de sols présentèrent une composition identique. 
La glycine, l'alanine, la leucine, l'isoleucine et la lysine sont les plus représentés, par 
contre les acides aminés soufrés sont quantitativement peu fréquents (SCHARPENSEEL 
et KRAUSE, 1962; SOWDEN et SCHNITZER, 1967). 


Jusqu'à présent, il a été impossible d'identifier du tryptophane, que ce soit par 
hydrolyse acide ou par hydrolyse alcaline en présence de chlorure stanneux (BREMNER, 
1955 a). 


Concernant les teneurs différentes en « aminéacides des diverses fractions d'acides 
humiques, on se reportera à la discussion concernant les acides humiques gris et les 
acides humiques bruns. 


2.4. Composés phénoliques après les scissions oxydantes et réductrices. 


Afin de déterminer les unité structurales phénoliques dans les acides humiques, on 
a utilisé différentes méthodes de scission. Deux méthodes ont été particulièrement 
utilisées vu leur bon rendement : 

1° Oxydation des acides humiques dans le nitrobenzene en milieu alcalin à 120 - 140° C 
(MORISSON, 1958-1963) ; 

2" Scission réductrice avec l'amalgame de sodium en milieu exempt d'oxygène à 
100-110" C (BURGES, HURST et WALKDEN, 1963). 

Le meilleur rendement en phénol lors de l'oxydation alcaline dans le nitrobenzène est 
de l'ordre de 1 à 7 % alors que, lors de scission réductrice avec l'amalgame de sodium 
en atmosphère d'azote, le rendement peut atteindre 30 %. Dans la figure Ill, nous avons 
réuni les divers composés qui se forment lors de ces réactions. 


45 


W. FLAIG 


Composés obtenus par scission oxydante ou réductrice des acides humiques 


: H 
Composes M vH " " i 
Ex de OH HO OH DCH: H3CO. DC Ha H3CO COOH 
la lignine 
R R R R R R 


R =—CH=CH—COOH ; —CO—CH3 ; — COOH ; — CHO 
OH H OCH: 
A partir des OH 
flavones 
OH R OH R COOH 
R R 
R= — COOH 
OH OH OH OH 
A partir de 
lge OH HO OH R OH R OH 
synthese microbienne R R OH cob 
=— CH3 


FIGURE III. — Produits de dégradation des acides humiques 


Les produits de scission peuvent provenir de la lignine ou d'autres composés 
phénoliques existants dans la plante comme les flavones ou synthétisés ultérieurement 
par les micro-organismes. 


Les études sur la dégradation des acides humiques permettent de conclure que 
ceux-ci sont formés par un grand nombre de composés phénoliques qui sont combinés 
de diverses manières. Dans les produits de dégradation, on trouve également des acides 
phénol à noyaux condensés. l| y aurait donc la possibilité que deux cycles soient unis 
par un atome de carbone intranucléaire ou par une chaine latérale. Dans les deux méthodes 
de:scission, on ne sait pas encore exactement dans quelle mesure les composés 
aromatiques initialement présents dans les acides humiques sont altérés par le traitement 
alcalin. Rappelons que la lignine n'engendre que 25 % de vanilline lors de l'oxydation 
alcaline dans le nitrobenzène alors que le rendement théorique de la lignine de conifères 
devrait étre 3 fois plus élevé : la scission réductrice de la lignine a encore un rendement 
plus faible. 


3. — LIGNINE ET PHENOLS PROVENANT DE SYNTHESE MICROBIENNE EN TANT QUE 
MATERIAUX ORIGINELS DE LA SYNTHESE DES ACIDES HUMIQUES DANS LA 
NATURE : 


3.1. Modifications de la lignine et formation de produits de scission. 


Des travaux de différents auteurs (WAKSMAN et HUTCHINSON, 1936; GOTTLIEB, 
DAY et PELZCAR, 1950; FISCHER, 1953; WEHRMANN, 1955), il ressort que la lignine 
peut servir de nourriture carbonée aux moisissures blanches et à d'autres microorganismes 
du sol. Pour réaliser cela, il faut qu'il y ait destruction de la molécule de lignine. 


Les lignines des diverses espéces végétales sont constituées par différents mono- 
mères ou par leur mélange. 
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Constituants des lignines 


H3CO 


Alcool coniférylique Alcool sinapique Alcool p. 
coumarique 


H,COH ILCON 
HC— Œ 
conifères HCOH CH, 


: HC A 
11,CON MeON/OMe ICON ie OMe 


Structure de la lignine de 


H,COH co o CH nCc——Ó 


— CH H,COM dn. | nc 
uc Èn 3 ^ = SMS 
=> 0-3 `O H.COH 
uc ES HÇ QM OH 


HC NC— O 
Meo H,COH OH ic co H,COH a ^w 


OMe, 
OH "con 


MeO O Mee x 
H COH Q À O. ó 69. OMe 
Ï P 1 


Hc——9 H,C 


lu 
HCO(CH,Os)H HC— CH 


Q Bis. CN 1 HCO 
H:COH L 


CH 
DH acinis H,COH , OMe  H;COH È 


HCON HC——O HC OH SE 
HCOH QNM 


ER ER 


FIGURE IV. — Constituants des lignines et structure de la 
lignine de coniferes (selon FREUDENBERG, 1968) 


Alors que la lignine des résineux est presque totalement constituée par un polymère 
de l'alcool coniférylique, la lignine de feuillu est un polymérisat avec mélange d'alcool 


coniférylique et d'alcool sinapique et la lignine des graminées est un polymérisat contenant 
les 3 monomeres. 


L'oxydation microbienne des divers atomes de carbone dans la molécule de lignine 
ne peut étre étudiée que si les atomes sont marqués. A ce sujet, de nombreux travaux 
ont été effectués (HAIDER, LIM et FLAIG, 1964; HAIDER, 1965; LIM, 1965; FLAIG et 
HAIDER, 1968 ; HAIDER et MARTIN, 1968). 
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Différents constituants marqués de la lignine ont été polymérisés selon la méthode 
de FREUDENBERG et ses collaborateurs (1962, 1964 a, b) en présence de phénolases 
fongiques. D'après FREUDENBERG (1924 a, b) et KRATZL et al. (1957), ces lignines 
synthétiques sont identiques à celles isolées à partir de végétaux quant à leurs propriétés 
anhydride carbonique. 


Ces chiffres indiquent le pourcentage d'atome de carbone marqué transformé en 
anhydride carbonique. 


TABLEAU 6. — Degagement d'anhydride carbonique à partir de lignines synthéti- 
ques marquées sous l'action de champignons (selon HAIDER, 1965 ; HAIDER 


et MARTIN, 1968) 


Durée d'incuba- 
tion 


Stachybotris 
chartarum 


Pleurotus _ostreatus 


10 jours 26 jours 


alcool coniféryli- 
que (marqué) 
alcool p. couma- 
rique. 

alcool sinapique 


alcool sinapique | alcool coniférylique 
(marqué) ` (marqué) 

alcool coniféry- | alcool coumarique 
lique. alcool sinapique. 
alcool p. couma 
rique. 


Alcool coni- 
férylique 


Origine du 
polymérisat, 


7,0 13,2 
8,4 19,2 
4,8 9,7 

- 9,7 


1-6(du cycle) 


La destruction des lignines synthétiques marquées différemment s'effectue pour les 
divers atomes de carbone à une vitesse variable lors de la culture de Pleurotus ostreatus 
et de Stachybotris chartarum. En général, les atomes de carbone du groupement methoxyl 
et ceux associés aux groupements alcooliques sont plus rapidement coupés que les autres 
atomes de carbones des chaines latérales. Lors des 10 premiers jours, il y a lors de 
la culture du Pleurotus-Ostreatus une forte scission des noyaux mais qui après 15 jours 
devient réduite par rapport à la scission des atomes de carbone lié à un groupement 
alcool ou appartenant à un groupement méthoxyl. 


Après 28 jours de cultures de Stachybotiis chartarum, la quantité d'anhydride carbo- 
nique formée lors de l'ouverture des cycles était identique à celle provenant de l'atome 
de carbone 1 de la chaine latérale. La séparation de l'atome de carbone 3 de la chaine 
latérale et celui du groupement méthoxyl produit un accroissement de la quantité de gaz 
carbonique marqué. 


Lors de la décomposition de la lignine, des phénols à faible poids moléculaires se 
forment également. On a pu déceler des produits de dégradation de la lignine des matières 
végétales humifiées (MAEDER, 1960; FLAIG, 1962), dans la tourbe (BELAU, 1967) ou 
dans les sols (BRUKERT, JACQUIN et METCHE, 1967). Le processus des diverses 
transformations microbiennes des acides phénylacryliques en acides phénols est reproduit 
dans la figure V. 
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R » —CH—CH—COOH R'- COOH 

^ 

H,CO HCO 
EE 
Acide férulique Acide vanillique 

| | 
HO | HO HO 
so NR — wor —— e EN 
Lë 
A Acide proto é HU ; 

Acide cafeique catéchique Acide gallique 


le p. hydroxy- Acide phydroxy- 


‚ammique benzoique 


FIGURE V. — Transformation des acides phenylacryliques 
et des acides phénoliques, par Epicoccum nigrum (HAIDER 
et MARTIN, 1967) 


3.2. Synthese microbienne de phenols et leur transformation : 


CH3 R CH3 
COOH OH 
 ————> — 
HO OH HO OH HO OH 


Acide orsellique 2,3,5 trihydroxy- 


toluene 
OH j 
R= CH3 ‚COOH H 
HO OH 
FA 


R 
EA. 
OH 


R HO CH4 

r=. R E: gg ER 

HO OH HO OH HO OH 
Acide ^resorsellique 2,4,5 trihydroxy- 


toluene 


FIGURE VI. — Synthese de phenols par Epicoccum nigrum et leur transformation 
(selon HAIDER et MARTIN, 1967) 
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L'exemple d'Epicoccum nigrum permet de mieux comprendre la synthèse de composés 
phénoliques par des micro-organismes. Ce champignon fabrique à partir de glucose comme 
aliment carboné et à partir d'asparagine comme aliment azoté donc, à partir de composés 
aliphatiques, de l'acide orsellique et de l'acide cresorsellique. Ceux-ci sont par oxydation 
des groupements méthyls en groupement carboxyl ou par décarboxylation puis formation 
de groupements hydroxyls transformés en divers polyphénols. Parmi ceux-ci, les composés 
avec des hydroxyls en 1, 2, 3 ou en 1, 2, 4 sont importants en ce sens qu'ils sont seuls 
capables en milieu aérobie de se combiner avec des composés azotés dérivant des 
protéines pour engendrer des substances analogues ou voisines de l'humus. MARTIN et 
HAIDER (1969) mirent en évidence d'autres phenols intervenant dans le métabolisme 
d'autres fungi. 

4. — INTEGRATION DE L'AZOTE LORS DE LA CONDENSATION DE PHENOLS AVEC DES 
ACIDES AMINES, AVEC DES PROTEINES OU LEURS PRODUITS DE DEGRADATION. 
4.1. Réactivité différente des phénols : 

Même des O-diphénols partiellement méthylés et les O-diphénols présentent un 

comportement différent lors de la polymérisation en présence d'oxygène. 


OH OH 
DCH: OCH, 
scission O,- 
CH sion s in COOH 
ll chaine latérale 
T 
Coon Acide Acide 


ferulique vanillique 


0 
gem, WEE OCH4 


Polymérisation oxydante 
(phenoloxydase) 


[e] 
Formation de gaz carbonique uniquement 
ü partir de groupements carboxyliques 
30 % 60 °% 
Polymere sans azote 
Decomposition par des champignons 
(Pleurotus ostreatus) 
14C sous forme de CO, 
gt o == o 
zc 16 % OCH; 12 % FIGURE VII. 
—CH=CH— 3% Polymérisation 
14 en présence d'oxygène 
—=CH=CH— 7% d'acides phénols 
o ë avec 
—COUH 14% —COOH 30 % groupements methoxyls 


CONSTITUTION ET SYNTHESE DES ACIDES HUMIQUES 


Les produits de dégradation de la lignine subissent en présence de phénoloxydaxe 
une polymérisation oxydante. Nous avons pris comme exemple l'acide férulique et l'acide 
vanillique. Lors de la polymérisation, il y a dégagement de quantités variables d'anhydrite 
carbonique. Ces polymérisats dépourvus d'azote sont alors dégradés par des champignons 
comme le Pleurotus ostreatus. Lors de ce processus, les atomes de carbone des chaines 
latérales et des groupements méthoxyls sont utilisés de manière différente, comme nous 
l'avions démontré avec des composés marqués au 14- (HAIDER, LIM et FLAIG, 1962, 
1964). Par décarboxylation enzymatique oxydante l'acide vanillique se transforme en 
1,4 méthoxy-benzoquinone ou en son dimère, comme ont pu le montrer, de diverses 
manières à l'aide de culture de microorganismes, SUNDMAN et HARO (1966) et FLAIG 
et HAIDER (1961 a). 


Comme exemple de polymérisation d'o-diphénols, nous avions signalé l'acide cafeique 
et l'acide protocatechique. En cours de polymérisation en présence de phénoloxydases, 
le dégagement d'anhydride carbonique est variable. Il peut provenir, soit du groupement 
carboxyl des acides o-diphenols (cas a), soit en présence d'acides aminés ou de peptides 
de ces derniers (cas b). 


Dans ce cas, les polymérisats formés contiennent de l'azote alors que dans le cas 
précédent, le produit était dépourvu d'azote. 


OH OH 
9” er" Ouverture enzymatique du noyau 
Coupure de la 
CH z : COOH 
Il chaîne latérale 
CH 
doen Acide Acide 
caféique protocatéchique 
| D D 
, e HO, H 
Polymerysation oxydante HOL >` l LAH oy 
(phénoloxydases ) 0=C C—0H Hat c=0 
| | | | + co; 
| Hea en d 
| H2 
: Formation de CO: COOH 
a) oporir des groupements carboxyls 
NH3 Acide B.cetoadipique 
85 % 65 % 
$ SW N. Coon 
b) à partir des acides amines par d | 
désamination oxydante S 
COOH 
risats azotés N " N 
Polymérisafs Acide 2-4 pyridine dicarboxylique 
FIGURE VIII. — Polymerisation oxydante d'acides o-diphénols et leur réaction 


avec des composés azotés 


Lors de l'oxydation enzymatique de l'acide protocatechique, il se forme de l'acide 
B cetoadipique (STANIER et INGRAHAM, 1954; MAC DONALD, STANIER et INGRAHAM, 
1954; GROSS, GRAFFORD et TATUM, 1956 ; OTTEY et TATUM, 1956; FLAIG et HAIDER, 
1961 b), qui peut facilement servir d'aliment carboné aux microorganismes. La formation et 
la scission de l'acide protocatechique semblent étre une réaction importante lors de la 
transformation des composés aromatiques en composés aliphatiques chez les plantes et 
les microorganismes. TRIPETT, DAGLEY et STOPHER (1960) trouvèrent une autre ouverture 
enzymatique du cycle à l'aide d'extraits (dépourvus de cellules) de Pseudomonas sp., 
aboutissant à un semi-aldehyde d'acide muconique. En présence d'ammoniac et par 
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réaction non enzymatique, il se forme de l'acide 2,4 - pyridine décarboxylique. Cette 
réaction constitue un des processus permettant la fixation de l'azote sous forme 
hétérocyclique. 


On trouve, lors de culture de fungi comme par exemple celle d'Epicoccum nigrum, 
des phénols avec un groupement hydroxyl en position meta. 


Ceux-ci ne polymérisent pas mais peuvent participer en présence de quinones à 
la formation de produits polycycliques de condensation. Des études à ce sujet ont été 
en particulier effectuées par MUSSO (1964). 


R R 


HO OH 07 X "on 


_ 28 
en 


HO O 


FIGURE IX. — Addition des dérivés du résorcinol à la 
1,4hydroxybenzoquinone lors d'autoxydation alcaline 


4.2. Réactions des composés azotés : 


Des études précitées sur les réactions possibles entre les phénols et des dérivés 
azotés de protéines (HAIDER, FREDERICK et FLAIG, 1965) ont montré que pour des pH 
entre 6,5 et 8, seuls les phénols pouvant être oxydés en quinone sont capables de se 
combiner avec des acides aminés, des peptides ou des protéines au cours de l'oxydation 
enzymatique. 


Lors de la substitution d'un groupement méthoxyl en position ortho par rapport à 
l'hydroxyl phénolique sur un produit de dégradation de la lignine, il ne se produit aucun 
phénoméne d'addition avec les acides aminés, alors qu'il est connu que ces composés 
phénoliques se polymerisent par l'intermédiaire de radicaux semi-quinoides. 


Par contre, les esters d'acides aminés comme par exemple ester éthylique du glyco- 
colle réagit avec la 1,4 benzoquinone pour engendrer une combinaison cristalline. Les 
acides aminés donnent naissance sans formation notable de CO; et d'ammoniac à des 
composés bruns foncés. Ces polyméres ont des propriétés voisines de celles des acides 
humiques. 


Le 1,2 benzoquinone réagit également avec les acides aminés en formant des 
substances brunes foncées. || y a simultanément une désamination oxydante des acides 
aminés. 


La réaction lors de la formation des produits bruns foncés peut se subdiviser en 
deux réactions partielles : 

1° une désamination oxydante des acides aminés avec formation d'ammoniac, 
d'anhydride carbonique et d'un composé carbonylique ; 

2" une addition nucléophile des acides aminés sur la quinone, restructuration des 
produits d'addition suivie de polymérisation. 

La vitesse des deux réactions dépend de la substitution des 1,2 diphénols ainsi que 
de la structure des acides aminés. On a pu constater que chez la 3 et 6 méthylhydroxy- 
hydroquinone l'addition nucléophile s'effectue de manière preferentielle; il en est de 
méme de la désamination oxydante en présence de 5 méthylhydroxyhydroquinone. 
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H R! 
OCH3 
+ H2N—C—CO0H pas d'addition 
H 
R R= H, COOH, — CH=CH— COOH 
R! H 
| R! 
[e] + Hr Ee ge l 
N— C—CO05C2Hs 
0 H H 
R! 
| o ; 
[e] + KA en — polymeres bruns 


R! 
l 
co; + NH3 + HCO 


£y" | ZU 


Oo D 
e D 
` $ R! 
à partir de produits R | 
intermédiaires HN— C — COOH 
H n 
OH R! 
OH | 
* C05 * HCO 
R 
NH2 


FIGURE X. — Possibilités d'addition d'acides aminés et de phé- 
nols en milieu oxydant 


4.3. Les recherches poussées (HAIDER, FREDERICK et FLAIG, 1965) avec des 
acides aminés marqués démontrent que le reste de la chaîne carbonée des acides aminés 
est coupé lors de l'addition nucléophile alors que le groupement aminé reste accolé au 
noyau pour engendrer des dérivés d'aminophénols. 


Oxydation en présence de phénolase de champignon de couche à pH 7. 


Des recherches sur l'oxydation enzymatique du pyrocatechol ou de ses dérivés comme 
l'acide protocatechique ou l'acide cafeïque en présence d'acides aminés montrèrent qu'une 


quantité molaire de gaz carbonique plus grande que celle d'ammoniac passait dans la 
solution. 


Afin d'élucider cela, des acides aminés marqués furent utilisés (HAIDER, FREDERICK 
et FLAIG, 1965). 


Quand l'absorption d'oxygène d'un mélange de pyrocatéchol et d'acides aminés en 
présence de phénolase de champignon de couche à pH 7 était terminée, on a acidifié 
la solution à pH — 1 et l'on a récupéré d'une part le gaz carbonique dégagé et d'autre 
part par centrifugation le précipite de substances ressemblant à l'humus puis l'on a 
dosé l'ammoniac. 
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TABLEAU 7. — Récupération des constituants des acides aminés lors de l'oxyda- 
tion enzymatique du pyrocatechol (HAIDER, FREDERICK et FLAIG (1965)) 


Acide aminé % d'activité dans % N utilisé dans 
NH, en 
CO, précipité solution |précipité 
NH d 
14 
HC - COOH 31 14 20 18 
= " 
| 2 
H ÍC - coon 1 15 21 18 
ern «| 
2 
14 
HOOC - (CH,), - CH — coon 21 6 16 10 
NH | 
2 
14 i 
COOH - ( VE 2 - CH - COOH 0,2 8 16 10 


Du fait que les acides aminés avaient été marqués par le carbone carboxylique ou 
par un autre atome de carbone, l'activité du gaz carbonique dégagé était tres différente. 


Les résultats expérimentaux permettent d'affirmer : 


1" La plus forte activité du gaz carbonique dégagé quand le carbone carboxylique de 
l'acide aminé est marqué par rapport au marquage d'un autre atome de carbone est 
un indice de la désamination oxydante, car l'activité des précipités était identique pour 
les acides aminés différemment marqués ; 

2" La méme activité des précipités malgré l'utilisation d'acides aminés différemment 
marqués démontre que l'acide aminé en tant que molécule entiére, sans perte de gaz 
carbonique, s'est condensé avec le pyrocatéchol oxydé ; 

3° La quantiité molaire d'anhydride carbonique marqué et dégagé était toujours plus 
grande que la quantité d'ammoniac libéré. En outre, l'activité des précipités était toujours 
plus faible que leur teneur en azote. 


Ceci montre qu'une partie de l'azote dans les précipités formés ne se trouve pas 
sous forme d'acide aminé mais sous une autre forme. 


La discussion du mécanisme de la réaction (comparer TRAUTNER et ROBERTS, 1950) 
permet de conclure que, comme indiqué précédemment, aprés l'addition nucléophile de 
l'acide aminé, celui-ci subit une décarboxylation et le groupement aminé reste sur le 
noyau. Ces aminophénols ou aminoquinones selon le cas, peuvent subir des réactions 
de condensation. ll peut alors se former des phénazine ou dans le cas des hydroquinones 
des phénoxazones, ce qui a d'ailleurs été observé lors d'autres études (BUTENANDI, 
BIECKERT et SCHAEFER, 1960; LANZ et MICHEL, 1961; BEECKEN U. GIZYCKI, 
GOTTSCHALK, KRAEMER, MAASSEN, MATTHIES, MUSSO, RATHJEN et ZAHORSKY, 1961). 


L'azote dans ces hétérocycles et également celui qui n'est pas hydrolysable, en 
l'occurrence celui fixé sur le cycle phénolique ou quinonique, pourrait fournir une 
explication quant au soi-disant azote hétérocyclique des acides humiques, or celui fixé 
sur les cycles s'y trouve sous forme d'amine et non sous forme hétérocyclique. 
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TABLEAU 8. — Integration de carbone 14 provenant de lignine synthétique et de 

produits phénoliques de dégradation des lignines dans des polymerisats de 

substances analogues aux acides humiques obtenus lors de culture de fungi 
(selon HAIDER et MARTIN, 1967, 1969) 


Stachybotris chartarum 4 semaines | Epicoccum nigrum, 6 semaines 


Lignine synthétique 
Alcool coniférylique marque 


acides humiques de i Acides 
la solution) du my Tee, umiques 


—o" cu, 


1. 2 342.3 3 14, 
— CH=CH— `CH70H ice COOH 54,8 13 
laute [me 


c- -6-Ring 


Toutes les valeurs représentent le pourcentage de l'activité introduite. 


Chez les fungi qui forment des polymérisats proches des acides humiques, soit 
dans la solution nutritive, soit dans leur mycelium, il est possiible à condition d'utiliser 
des substances marquées, de préciser dans quelle proportion le carbone de la lignine 
synthétique ou des produits phénoliques de dégradation est utilisé pour la formation 


des polymérisats à caractère humique. 


On a pu isoler dans les cultures de stachybotris chartarum, des acides humiques 
aussi bien dans le milieu de culture après séparation du mycelium (précipitation des 
acides humiques par un acide) que dans le mycelium lui-méme (extraction par la soude 
caustique diluée). Avec l'Epicoccum nigrum, on récupère les acides humiques de la 
solution par floculation avec un acide aprés centrifugation pour éliminer le mycelium. 


Les deux souches fabriquent à partir de composés carbonés aliphatiques des poly- 
mérisats qui ne se distinguent guère quant à leurs propriétés des acides humiques extraits 
du sol ou de la tourbe. On sait, d'autre part, que ces deux souches forment des 
phénols au cours de leur métabolisme. Les processus de réaction de la formation des 
polymérisats à caractére humique ont été élucidés (MARTIN, RICHARDS et HAIDER, 1967 ; 
HAIDER et MARTIN, 1969). 


Par la suite, on a constaté qu'en présence de produits phénoliques de dégradation 
des lignines, la quantité d'acides humiques formée augmente notablement. 


Après confrontations des résultats concernant l'activité, il ressort que les atomes 
de carbone des groupements méthoxyliques et carboxyliques ainsi que ceux rattachés 
aux hydroxyls alcooliques contribuent davantage à la formation de gaz carbonique qu'à 
celle des acides humiques. Dans le cas d'acide phénolacrylique la coupure de la chaine 
latérale s'effectue généralement à la hauteur de la double liaison. Le composé à 2 atomes 
de carbone ainsi formé est rapidement utilisé par les microorganismes. Aussi dans ce 
cas, l'activité du gaz carbonique est élevée alors que celle des acides humiques est faible. 


L'activité relativement élevée des acides humiques lors d'apports de composés 
marqués dans le noyau incite à penser que des composés aromatiques s'integrent dans 
les acides humiques méme si les chaines latérales ont été plus ou moins coupées jusqu'à 
l'atome de carbone 1 (C carboxylique) ou 3 (C avec groupement hydroxyl). En effet, les va- 
leurs pour les atome 1 ou, selon le cas, 3 dans les acides humiques sont plus importants que 
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celle des autres atomes de carbone des chaïnes latérales. L'ouverture du cycle ne s'effectue 
que rarement, car l'activité du gaz carbonique lors d'apports de composés marqués sur 
le noyau reste faible. De ces essais, on peut conclure que les composés aromatiques des 
lignines ou, selon le cas, les produits phénoliques de dégradation des lignines interviennent 
de manière non négligeable dans l'élaboration des acides humiques. Précisons que le 
taux en azote total de ces acides humiques se situe entre 6 et 7 %. La proportion d'azote 
œ aminé représente plus de la moitié de l'azote total après une courte période de culture 
puis elle diminue pour ne représenter qu'un cinquième après un temps assez long. 
La teneur en azote total des acides humiques extrait du sol n'est qu'environ la moitié. 
ll en est de même de leur teneur en azote «-amine. 


5. — LE PROBLEME DE LA CLASSIFICATION DES SUBSTANCES ORGANIQUES DU SOL : 


Le probléme de la classification de la matiere organique du sol en vue d'une 
caractérisation de leurs divers constituants n'est pas toujours réglé. Cela est en parti- 
culier vrai pour les groupes de substance dont la constitution chimique n'est pas encore 
éclaircie. 

Des différentes voies d'approche que l'on peut prendre pour caractériser la matière 
organique du sol afin d'expliquer la contribution de la matiere organique à la fertilité 
des sols, je voudrais en prendre deux que nous connaissons bien et qui nous semblent 
étre pleines de promesses. 


Ainsi SOECHTIG (1965, 1968), dans le cadre de ses recherches sur la caractérisation 
des substances humiques par filtration sur gel, a constaté que le maximum des diagrammes 
d'élution par rapport à la valeur K. est proportionnel au logarithme du poids moléculaire, 
sa définition est donnée par la formule écrite en haut à droite de la figure ci-dessous : 


E à travers G75 avec Nag B4070,04n 


Podzol A, 
— Podzol B 
.. Tchernozem 


ó ` B EE" 
35000 12000 9000 


à travers G100 avec Nos B407 0,04n 


Rapport entre la valeur Kay et le 
poids moléculaire de 


TERT 1 —-— Ti ftt protéines globuloires 
Kb 32000 120009000 19 (selon ANDREWS, 1964) 
E à travers G150 avec Noz B407 0,04n IR DH g r^] 
436 o ro 14 6 100 

457 [— G 75 
we 4 
T" + 
! 
0 Tbe 6 
Ky 9 05 10 2.10? 10* 105 10% 
25000 12.000 10.000 Log du poids moléculaire 
FIGURE XI. — Diagramme d'élution d'acides humiques de diverses origines 


sur divers tamis moleculaires (SOECHTIG, 1968) 
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Les substances humiques ont été extraites avec de la soude caustique 0,1 n après 
traitement du sol avec de l'acide chlorhydrique 0,1 n et 3 lavages à l'eau. La solution 
sodique de substances humiques a été titrée potentiométriquement à pH inférieur à 7 
par adjonction d'une résine cationique acide (amberlite IR-120) et par adjonction de 
soude à pH = 7. Dans ce dernier cas, on ajoute du tétraborate de sodium qui est par 
la suite utilisé pour l'élution. Pour mesurer la quantité de substances humiques dans 
les diverses fractions, on a utilisé l'extinction à 436 my. 


Si l'on porte les valeur K. des diverses fractions en abscisse et l'extinction en 
ordonnée, on obtient des courbes dont le maximum se situe à différents endroits. La 
position du maximum dépend de l'origine des substances humiques. Ainsi les maxima 
des courbes de substances humiques provenant des horizons A, et B d'un podzol sont 
trés proches l'un de l'autre méme si l'on utilise différents gels de Sephadex (G 75, 100 et 
150), alors que le maximum de la courbe avec des substances humiques d'un tchermozem 
se situe ailleurs. Des essais avec différents profils de podzols et de tchernozems ont 
montré que les maxima se situent toujours dans la méme zone. Ceci signifie que l'on 
peut séparer par filtration sur gel des substances humiques caractéristiques dépendant 
de leur origine ou de leurs conditions de formation. 


Dans la partie droite en bas de la figure XI les rapports entre les valeurs K. et le 
poids moléculaire de protéines globulaires sont indiqués (selon ANDREWS, 1964). Le poids 
moléculaire moyen des fractions humiques extraites des horizons A, et B d'un podzol 
était pour tous les 3 gels identique. Le poids moléculaire moyen des substances humiques 
de tchernozem diminuait de 35.000 à 25.000. La concordance des poids moléculaires 
moyens des acides humiques et des protéines globulaires selon ANDREWS doit étre 
vérifiée avec d'autres méthodes. Je reviendrai par la suite brièvement sur la possibilité 
d'un fractionnement plus poussé des substances humiques par filtration sur gel. 


SALFELD (1968) a pris une autre voie pour caractériser les substances humiques. 
Il part du fait que les spectres de composés humiques avec coordonnées logarithmiques 
ne sont pas des droites comme on le croyait jusque-là. Jusqu'à présent on croyait que les 
spectres pouvaient étre caractérisés par le quotient de 2 extinctions, par exemple : 
à 472 et à 664 mu = Q 4/6 ou alors par la différence des logarithmes de 2 extinctions, 
par exemple : log. 472-664 mu Le calcul des différences de l'extinction dans le domaine 
des ondes courtes A log. E. rend une meilleure caractérisation des acides humiques 

À 

possible. C'est pourquoi SALFELD a décrit divers acides humiques à l'aide de ces 
spectrogrammes différentiels. 


De telles études ont été effectuées afin de comparer à l'aide de moyens optiques 
basés sur l'absorption de la lumière un grand nombre de préparations de fractions 
humiques ou de composés humiques et afin de pouvoir ainsi trier ces substances 
en fonction de leur ressemblance. La classification et la comparaison de différents 
groupes de préparations humiques ont été effectués selon la méthode de SNEATH (1957). 
C'est le rapport entre le nombre de propriétés communes par rapport au nombre total 
de propriétés examinées qui constitue le critere de la ressemblance. Cette méthode est 
en particulier facile à utiliser si les objets sont caractérisés par un grand nombre de 
symptómes qualitatifs. Si les objets — dans notre cas des préparations ou des composés 
humiques — sont uniquement caractérisés par des données chiffrées, il est plus aisé 
de définir une ressemblance qu'avec des distances entre points répartis dans un système 
ayant n — dimensions. n représente le nombre de propriétés caractéristiques des objets 
étudiés. 

C'est ainsi que pour un groupe d'objets qui peuvent étre caractérisés par 3 propriétés 
mesurables, on aboutit à un modèle tridimensionnel. De cette sorte, il devient possible 
de représenter les acides humiques définis par leur spectre par un point dans un systéme 
de coordonnées tridimensionnel si l'on prend par exemple : les 3 coefficients d'extinction 
Q 400/500, Q 500/600 et O 600/700. 
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FIGURE XII. — Modèle très schématique de la dé- 

termination des analogies des acides humiques à 

l'aide de 3 quotients d'extinction Q 400/500, Q 500/600 
et Q 600/700 (selon SALFELD, 1968) 


Les 3 groupes d'acides humiques sont désignés par les chiffres 1, ll et II. 

Le groupement le plus serré (l) correspond aux acides humiques de tchernozems 
qui sont nettement distincts de ceux provenant de podzol (Il). Enfin un 3° groupe 
correspond à d'autres acides humiques (Ill) d'origines différentes. 


De telles études sont effectuées avec le but de pouvoir systématiquement classer 
les divers matériaux en rapport avec les substances humiques afin d'aboutir plus facilement 
à des conclusions plus générales. Nous cherchons à définir les fractions humiques en 
rapport avec les facteurs génétiques et écologiques et aussi à déterminer les facteurs 
modifiables par l'homme, facteurs qui interviennent lors de la formation et de l'évolution 
de matiére organique des sols. 


6. — SEPARATION DES SUBSTANCES PRESENTES DANS LA « FRACTION DES ACIDES 
HUMIQUES ». 


Les essais de fragmenter la fraction totale des substances humiques ou celle des 
acides humiques obtenue par un procédé conventionnel en sous-fractions ne manquent 
pas. Nous allons tout juste donner 2 exemples. 


6.1. Fractionnement à l'aide de solvant organiques de substances humiques provenant de 
paille fermentée et du sol. 


Des échantillons de paille fermentée plus ou moins longtemps sont soumis à un 
mélange de 0,1 n de soude caustique et 0,2 n de fluorure de sodium. Après plusieurs 
précipitations et redissolution, la fraction obtenue correspond théoriquement à ce que 
l'on appelle des « acides humiques ». La paille était tellement décomposée aprés 180 jours 
qu'il ne restait que 5 % de cellulose. Une fraction qui avait été obtenue par la méthode 
d'isolement de lignine (avec de l'acide sulfurique à 72 %) en contenait 50 %. Cette 
fraction lignique présenta de fortes modifications par rapport à la lignine initiale comme 
il ressort de l'analyse élémentaire et des spectres infra-rouge. 
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10 11 12 p 


1. Extrait total « acides hu-$# 


E A Fraction soluble dans l'acé- 
miques ». * 


tone (3). 
:5, Fraction insoluble dans l’a- 


2. Fraction soluble dans lal- 


cool. cétone (3). 
3. Fraction insoluble dans Tal Se #56. Lignine de paille selon 
cool. ZS Björkman. 


FIGURE XIII. — Spectres infrarouges d'une fraction d'acides humiques 

(solubilisés par 0,1 n Na OH et 0,2 n Na F) extraits de paille de seigle 

décomposée et de diverses fractions obtenues avec des solvants 
organiques 


La fraction extraite avec l'éthenol à 95 % (2) à partir des « acides humiques » (1) 
était cependant analogue à la lignine initiale ((6) comme le montre la comparaison des 
spectres infrarouges (FLAIG et TROJANOWSKI, inédit). 


Le résidu insoluble dans l'alcool (3) fut repris avec un mélange hydro-acétonique 
(SALFELD, 1964). Le spectre infra-rouge de la fraction soluble dans l'acétone (4) est 
comparable à celui de la fraction alcoolo-soluble (5). Le résidu insoluble dans l'acétone (5) 
donne un spectre relativement proche de celui des « acides humiques ». 


Pour les fractions solubles, on trouve dans le domaine des vibrations de NH- ou de 
C = N vers 6,1 à 6,2 u (1640-1610 cm—') une augmentation de l'absorption. Dans ce 
domaine, les modifications des spectres pour les fractions solubles dans l'alcool ou dans 
l'acétone sont plus nettes que celles des fractions insolubles. En outre, on observe une 
absorption accrue dans la zone de 9 à 10 u (1110-1000 cm—) correspondant à liaison 
ester. 
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Ces résultats indiquent que la lignine modifise ou, selon le cas, ses produits de 
dégradation participent à la formation des substances humiques par condensation avec 
des composés azotés. 


Je cite cet essai pour indiquer le caractére particulier des études des processus 
humificateurs. L'exemple suivant montrera que l'on peut également extraire à l'aide de 
solvants organiques des fractions à propriétés différentes à partir d'acides humiques 
provenant de sols. 


Ces acides humiques ont été extraits de tchermozem aprés pré-traitement du sol 
avec l'acide chlorhydrique puis extraction avec la soude caustique à 0,3 %, suivie de 
3 floculations et redissolutions successives et adjonction de chlorure de sodium à la 
solution alcaline. I| n'y a pas eu d'électrodialyse. Il s'agit donc de la fraction « acides 
humiques bruns » de tchernozem (FLAIG, SCHEFFER et KLAMROTH, 1955). 


Cette fraction a été subdivisée en sous-fractions à l'aide de tétrahydrofuranne 
ayant des teneurs variables en eau (SALFELD, 1964). 


1 5 % HO (39 % du matériel initial solubles) 
2. 10 % HO (10 % du matériel initial solubles) 
3. 25 % HO (25 % du matériel initial solubles) 
4. résidus (25 % insolubles) 

5. matériau initial 
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ju 

> 
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FIGURE XIV. — Spectres infra-rouges et courbes d'absorption d'une fraction 
d'acides humiques bruns et de ses extraits avec le tétrahydrofuranne à teneur 
en eau variable (SALFELD, 1964) 


Le spectre infra-rouge de la fraction acides humiques bruns est analogue à celui 
du résidu insoluble dans l'acétone (5) de l'essai précédent. 


Les spectres infra-rouges indiquent des différences notables selon les fractions. 
La diminution de l'absorption par les groupements carbonyls vers 5,9 u (1.695 cm—) 
associée à la réduction de la vibration des hydroxyles vers 3 u et à la baisse de 
l'absorption due aux groupements carboxyliques vers 7,2 11 (1.390 cm—') dans les diverses 
fractions quand la teneur en eau du tétra hydrofuranne augmente, indique une diminution 
des groupements carboxyliques dans les substances humiques des extraits. 
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Comme dans l'exemple précédent, les variations du taux d'azote peuvent se déduire 
des spectres. Ainsi, le taux d'azote des extraits augmente avec la teneur en eau du 
tétrahydrofuranne alors que le taux de methoxyl diminue. 


Les spectres électroniques montrent une diminution de la pente des courbes 
d'absorption des fractions qui deviennent solubles avec l'augmentation de la teneur en 
eau du tétrahydrofuranne. Les rapports entre la pente des courbes d'absorption et le rôle 
fonctionnel de l'azote seront vus ultérieurement. 


6.2. Floculation fractionnée à l'aide de sels neutres en solution aqueuse et des filtrations 
sur gel (acides humiques gris et bruns). 


Des acides humiques sont dispersés dans l'eau à pH 7 à 8 (1 % de matière sèche) 
puis l'on ajoute du chlorure de sodium jusqu'à obtenir une solution 0,2 n (12 %). 


La fraction des acides humiques gris flocule sous forme d'un précipité de teinte 
foncée et est séparée par centrifugation. La fraction des acides humiques brun est 
floculée par acidification. Cette opération est plusieurs fois renouvelée. Lors de l'électro- 
dialyse à pH 3 et 4 des fractions colorées migrent vers le comportement anodique 
uniquement dans le cas de l'extrait d'acides humiques bruns. Ces deux fractions ont 
également été obtenues par électrophorése de la totalité de la préparation (FLAIG, 
SCHEFFER, KLAMROTH, 1955). 


TABLEAU 9. — Separation des acides humiques gris des acides humiques bruns 
par floculation avec le chlorure de sodium en p. 100 de la totalité des acides 
humiques (SCHARPENSEEL et KRAUSE, 1962) 


Podzol (Allemagne) 
horizon Bn 
Acides humiques 

bruns 


Tchernozem (Hongrie) 


Acides humiques 


gris 


28,1 % 71,9 % 


La teneur relative en acides humiques gris et en acides humiques bruns est variable 
selon le type de sol. Les acides humiques gris sont prépondérants dans les tchernozems, 
les acides humiques bruns dans les podzols. 


On peut également par filtration sur gal séparer diverses fractions humiques. 


Un fractionnement complémentaire à l'aide des filtres moléculaires de la fraction 
colorée des substances humiques donne une série de courbes, si l'on place les valeurs K,, 
pour une extinction vers 436 mu et la somme de ces valeurs correspond au premier 
diagramme d'élution. 


Ainsi, on arrive à isoler et de manière reproductible, des fractions à propriétés 
différentes grâce à la filtration sur gel (partie de gauche de la figure XV). 


Si l'on ajoute d'abord aux fractions colorées des sels neutres puis si l'on centrifuge 
le floculat (fraction acides humiques gris) puis si l'on acidifie à pH = 1 et que l'on 
centrifuge le nouveau floculat (fraction acides humiques bruns), il reste une fraction 
acide soluble : la fraction acides fulviques. Si l'on mesure à chaque fois la coloration 
restante après chaque opération, on obtient les courbes de la partie de droite de la 
figure XV. D'après cela on évalue lors de filtration sur gel d'abord les fractions flocu- 
lables par des sels puis par les acides et finalement la fraction acido-soluble. Les chiffres 
indiqués entre parenthèses correspondent aux poids moléculaires tels qu'ils ont été 
calculés à partir de la formule d'ANDREWS (1964) pour les protéines globulaires. Du fait, 
cependant, que la séparation des substances humiques n'est pas seulement régie par 
le diamètre des pores des tamis moléculaires mais qu'il y a en outre des phénomènes 
d'absorption et que l'effet séparateur n'a pas encore permis de dégager les différents 
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E436 


fe Mu 
(9.000) Fraction acido-soluble 
(B-acides humiques) 


Separation 
sur G100 


400 
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we | e % (7000)! 
Separation 
sur G 75 Fraction acido-soluble 
E436 (acides fulviques) 
£00 
0 j RE ET ëm 10 
id ay í (4.000) 
FIGURE XV. — Fractionnement complémentaire d'un extrait humique d'un hori- 


zon B de podzol (extraction avec Na OH, puis Sephadex G 100, 0,04 Na; B. O;) 
(SOECHTIG, 1968) 


TABLEAU 10. — Analyse des fractions d'acides humiques (chiffres rapportés en 
p. 100 de la matière organique sèche), l'oxygène a été dosé séparément 


Cendres| Couleur 


- Tchernozem 
Fraction totale 
des acides humi- 


ques 0,95| 9,60 brun rouge 


Acides humiques 


gris 
Acides humiques 


0,78|10, 18 noir brun 


bruns 1,60| 3,42 rouge carmin 


- Podzol 
Acides humiques 
gris 
Acides humiques 
bruns 


0,00| 5,26 rouge carmin 


1,89/101,10| 0,27| 2,38 gris 


CONSTITUTION ET SYNTHESE DES ACIDES HUMIQUES 


facteurs, il est vraisemblablement préférable de parler de poids des particules. 
6.3. Quelques différences dans la composition chimique et les propriétés physiques des 
fractions acides humiques gris et acides humiques bruns. 


En général, le taux de carbone de la sous-fraction acides humiques gris est plus 
élevé que celui de la sous-fraction acides humiques bruns alors que les taux d'oxygène 
et de méthoxyl sont plus faibles. 


En rapport avec les études sur la séparation de composés proches de la lignine lors 
du fractionnement des acides humiques, à l'aide de solvants organiques, signalons qu'un 
taux de méthoxyl de 1,5 % correspond à une teneur de 10 % de lignine ayant une teneur 
de 15 % méthoxyl. 


La teneur en cendres des acides humiques gris est dans tous les échantillons dosés 
toujours supérieure à celles des acides humiques bruns. La couleur des cendres indique 
une composition différente alors que la cendre de la fraction globale « acides humiques » 
du tchernozem contient 70 Si 02 %, 20 Al; O; et 10 Fe; O; %, il y a migration lors de la 
floculation par des sels neutres de silice dans les acides humiques gris et de fer dans 
les acides humiques bruns. Aprés traitement avec l'acide chlorhydrique concentrée et 
bouillant, les cendres de la fraction acides humiques gris sont blanches et ne contiennent 
que du Si O; et de l'ALO., alors que les hydrolysats de la fraction acides humiques bruns 
sont dépourvus de cendres. 


L'examen au microscope électronique de la phase minérale apres destruction de la 
phase organique avec de l'eau oxygénée montra que la phase minérale de la fraction 
acides humiques gris est surtout composés de minéraux argileux type 2.1 alors que 
celle de la fraction acides humiques bruns est en majorité constituée par des oxydes 
de fer. Des examens comparatifs par spectrographie infra-rouge mirent en évidence 
l'existence de minéraux du groupe montmorillonite dans la fraction acides humiques gris 
des tchernozems. 


La composition différente des cendres des deux fractions d'acides humiques nous 
incita à repenser cette question car la floculation fractionnée pouvait avoir eu une action. 
Or, on sait que des minéraux argileux à capacité d'échange élevée peuvent avoir une 
influence sur la synthèse microbienne des acides humiques (FILIP, 1968, 1969). Ils inter- 
viennent donc dans les réactions engendrant les acides humiques dans le sol. 


Outre des différences de composition des constituants minéraux, il existe aussi des 
différences dans les groupements d'atome dans les deux fractions d'acides humiques. 


TABLEAU 11. — Différence de fonction de l'oxygène dans les acides humiques gris 
et bruns extraits d'un podzol 


Teneur en Poids Capacité d'échan 
oxygene en % équivalent ge en meq/100 g 


Acides humiques gris 225 


Acides humiques bruns 140 


Pas dans tous les cas, mais cependant dans celui des podzols, on trouve des diffé- 
rences de fonction de l'oxygéne comme cela ressort des capacités d'échange différentes 
et des poids équivalents différents déterminés par des titrations par conductibilité. 


Les fractions des acides humiques gris et bruns ne se distinguent pas tellement 
par la teneur en azote mais par les fonctions de celui-ci comme cela a été démontré 
par SCHARPENSEEL et KRAUSSE en 1962. 


Les acides humiques de tchernozem sont généralement plus riches en azote que 
ceux de podzol alors que la teneur en azote o-aminé est plus faible chez les tchernozems 
que chez les podzols. 
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TABLEAU 12. — Fonctions de l'azote dans les fractions d'acides humiques gris 
et bruns extraits de tchernozems (BREMNER, 1955 b) 


. er ST 


Répartition de DN après hydrolyse (Ntotal = 100) 
N insoluble 
N soluble 


N ammoniacal 


N &- aminé 


Résidus de l'hydrolyse 

Refus % après hydrolyse 

N % de matière organique 

Cendres en % 

N % du N total dans le matériau initial 


ll ressort de ce tableau que lors de l'hydrolyse, les acides humiques gris perdent 
moins d'azote. La fraction hydrolysée chez les acides humiques bruns est surtout 
constituée par de l'azote «-amine. Les deux groupes d'acides aminés se distinguent donc 
par leur structure chimique. Les teneurs en azote des résidus de l'hydrolyse ne sont pas 
tellement différentes. 
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FIGURE XVI. — Spectres d'absorption d'acides humiques de tchernozems et de 
podzols ainsi que de leurs fractions et des acides fulviques (schématique) 
(FLAIG, 1967) 
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Afin d'établir un rapport entre les différences de fonction de l'azote et l'absorption 
de la lumière, je suis obligé de revenir en arrière. La conception de la formation des 
acides humiques est basée sur le fait qu'une condensation s'effectue entre les composés 
phénoliques et les protéines ou leurs métabolites et lors de ce processus de l'azote 
devient hétérocyclique. 


Les protéines n'absorbent pas la lumière visible et n'apportent donc pas d'explication 
à l'absorption des acides humiques. D'autre part, de la discussion des fonctions de l'azote 
dans la molécule des acides humiques, il ressort que l'intensité d'absorption lumineuse 
ne dépend pas de la teneur en azote total. 


En général, les acides humiques riches en azote des tchernozems ont non seulement 
une absorption plus élevée mais encore pour les longueurs d'onde plus grandes cette 
absorption est plus forte qu'avec les acides humiques de podzols. Cette absorption plus 
forte peut être due à la proportion plus importante d'azote non hydrolysable en particulier 
une teneur plus forte d'azote « hétérocyclique » qui aurait une action bathochrome. Ceci 
est confirmé par le fait que la fraction acides humiques gris avec sa teneur plus faible 
en azote total (2,25 95) présente avec son taux plus élevé d'azote non hydrolysable 
une absorption plus élevée de la lumière pour tout le spectre alors que la fraction des 
acides humiques bruns avec ses 4,01 % d'azote présente une absorption plus faible. 


De méme le résidu d'hydrolyse des acides humiques bruns avec 2,10 % d'azote 
possède un pouvoir d'absorption de la lumiere plus élevé que la fraction non hydrolysée 
avec 401 N %. 


L'absorption croissante et presque monotone dans le spectre visible et ultra-violet 
ne peut pas s'expliquer uniquement par la présence d'azote hétérocyclique. Aussi KLEIST 
et MUCKE (1966) supposent que la plus forte extinction des acides humiques gris 
provient d'une séquence plus abondante de radicaux dans la molécule. Le fait que les 
acides humiques contiennent des radicaux (STEELINK et TOLLIN, 1962; STEELINK, 1964 ; 
KLEIST, 1967) amena la conception de considérer les acides humiques comme des 
systèmes intra moléculaires de quinhydrone qui sont stabilisés par des phénomènes de 
mésomérie. D'aprés des expériences anciennes de ZETZSCHE et REINHARDT (1937), ces 
corps se laissent réduire avec apparition de teintes plus claires et redeviennent foncés 
par oxydation. Pour l'information complémentaire au sujet de l'absorption de la lumière 
par les acides humiques, il faut citer les conclusions de KUMADA (1965) et de ORLOU 
et GRINDEL (1967 a, b). 


7. — QUELQUES CARACTERISTIQUES POUR LA DESIGNATION DES « ACIDES HUMI- 
QUES » COMME GROUPE DE SUBSTANCE. 


Dans ce chapitre nous parlerons uniquement de que!ques processus lors de leur 
formation et de quelques propriétés caractéristiques qui doivent permettre de mieux 
comprendre leur constitution. 


7.1. Polymérisation « Random » ou désordonnée. 


Des phénols de diverses origines participent à la formation des acides humiques. 
Certains peuvent en milieu oxydant fixer une combinaison nucléophile, d'autres en sont 
incapables. 


L'addition de composés azotés s'effectue surtout par l'intermédiaire des groupes 
d'amines secondaires. 


La fermentation des polyméres connus a lieu selon des réactions se reproduisant 
continuellement par polymérisation et polycondensation des monomères. Par contre, lors 
de la formation des acides humiques, on admet un mécanisme mettant en jeu des radicaux 
libres semi-quinoniques et au cours duquel des monomères peuvent y participer en 
passant par différents stades intermédiaires. Pour expliquer cette conception, nous allons 
utiliser le schéma hypothétique de la formation de mélanine à partir de tyrosine en 
passant par des radicaux libres semi-quinoniques au cours du polymérisation « Random » 
(polymérisation au hasard). 
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FIGURE XVII. — Schéma hypothétique de la synthèse de la mélanine avec parti- 
cipation de radicaux supposés libres de semi-quinone (BLOIS, 1965) 


Le schéma montre que la macromolécule de mélanine ne se forme pas par polymé- 
risation du produit final de l'oxydation, en l'occurrence l'indol-5,6-quinone, mais qu'au 
contraire tous les produits intermédiaires participent à la polymérisation en milieu oxydant. 
Les liaisons qui se forment sont de nature variée et l'on aboutit finalement à un 
sphérocolloide. 


l| faut se représenter des réactions comparables mais encore bien plus complexes 
lors de formation des acides humiques, du fait que des phénols de réactivité différentes 
et des combinaisons azotés variées y participent. 


7.2. Agréation et dispersion. 


Comme le montre le schéma sur la polymérisation il peut y avoir des grouoements 
différents dans la molécule humique et qui peuvent engendrer des liaisons secondaires. 
La force de ces liaisons valentielles secondaires dépend des variations des conditions 
de milieu comme le pH, la concentration saline, le solvant, la température, l'importance 
de la charge, etc... 


Ainsi l'agrégation ou la dispersion des sphérocolloides d'acides humiques sont sous 
la dépendance du pH. 
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FIGURE XVIII. — Acides humiques à pH = 3,5 et à pH = 8. Avec des pH acides 

les acides humiques s'agglutinent en changeant leur charge et leur hydratation 

pour engendrer des assemblages de la forme d'un raisin qui aboutissent à des 

coacervats, c'est-à-dire que plusieurs particules ont une gaine d'hydratation 
commune 


En milieu alcalin, on a une dispersion allant jusqu'à la micelle indépendante. Dans 
le cas des acides humiques de tchernozem, on a pu mesurer la taille des particules. 
Le diamètre est compris entre 80 à 100 A". Cet ordre de grandeur a également été trouvé 
par ultracentrifugation. 

Des mesures viscométriques donnent également une indication sur l'état d'agrégation 
ou de dispersion en fonction du pH. 


Temps 
82 À 
FIGURE XIX. — Temps d'écoulement à travers un visco- 
simètre en fonction du pH (FLAIG et BEUTELSPACHER, 
1954) 
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La courbe subit une forte flexion pour un pH de 3,5 et le temps d'écoulement 
augmente très fortement pour des pH bas A partir de pH 3,5, les micelles d'acides 
humiques commencent à s'agglutiner. Le processus de l'agrégation est reversible. Lors 
de la diminution de la concentration en protons, la viscosité baisse à nouveau. 


n relatif 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 


N rel. 
-12 Nombre de passage 
1 —— + — +- 
ul 0.125 n HCI 
FIGURE XX. -- Scission de micelles humiques par cisaillement lors 


du passage à travers un viscosimètre capillaire en milieu chlorhydrique 
0,29 n et 0,125 n 


En milieu chlorhydrique 0,29 n, les acides humiques sont encore pour un court 
moment dispersées, mais l'agrégation commence de sorte que la viscosité relative passe 
à 6. La diminution de la viscosité par passages successifs dans le capillaire du visco- 
simètre est due à une réduction de la taille des micelles par cisaillement des valences 
secondaires. 
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Lors de l'étude des fractions d'acides humiques par ultracentrifugation, la charge 
des particules qui dépend du pH joue également un rôle. Dans une solution à 1 % de 
chlorure de sodium, il y a réduction de la charge primaire comme chez les protéines 
globulaires (FLAIG et BEUTELSPACHER, 1967). La constante de sédimentation double 
pratiquement par rapport à la dispersion aqueuse et la constante de diffusion diminue 
de 10 %. Le poids moléculaire des acides humiques se situe entre 60.000 et 75.000 pour 
un pH compris entre 4,5 et 5,0. 


D'après les résultats actuels de viscosimétrie, la teneur en azote total des acides 

humiques aurait une grosse influence sur les phénomènes dans lesquels les valences 
K spécifique 
secondaires interviennent. Ainsi l'indice de viscosité (Zn — ————————) augmente avec 
c 

le taux d'azote, cet indice de la fraction acides humiques gris d'un tchernozem est de 
0,0071 et celle de la fraction acides humiques bruns de 0,0088. D'après le rapport entre 
la viscosité réelle et la viscosité théorique, on peut pour des sphérocolloïdes déduire, 
selon STAUDINGER et HUSEMANN (1937), le volume nécessaire et donc le degré 
d'hydratation. Ainsi les acides humiques bruns (4,01 N %) sont plus solvatés que 
les acides humiques gris (2,29 N %). Les propriétés physico-chimiques des acides 
humiques sont encore peu étudiées vu la carence des appareils classiques. 


7.3. Interdépendance de la composition quantitative et qualitative du matériau initial et 
les conditions de formation. 


On peut à présent se poser la question quant aux résultats qui amènent une contri- 
bution à la connaissance de la constitution du groupe de substances appelées « acides 
humiques ». 


Quelles sont les analogies et les différences de ces fractions qui ont été isolées 
à l'aide de méthodes identiques à partir de matériaux d'origines différentes? De 
nombreuses données chiffrées concernant la matière organique du sol et quelqùes-uns 
de ses constituants ont été publiées par KONONOVA (1966). 


Celle-ci a pu démontrer qu'il existait des variations des taux d'acide fulvique et 
d'H dans les acides humiques selon la latitude, c'est-à-dire selon le type de sol. 


De telles études même effectuées sur un espace plus restreint fournissent des 
renseignement intéressants. Ainsi SALFELD et SOECHTIG (1969) ont analysé les 
substances organiques de quelques profils d'une morphoséquence dans la zone de 
Hildesheim, près de Braunschweig, et purent montrer avec des méthodes analytiques 
associées à des techniques morphologiques la dégradation croissante des sols.. 


Les différents facteurs du milieu et le matériau minéral du sol engendrent dans 
chaque cas particulier des processus biologiques différents qui influencent le taux et 
les propriétés des composés humiques. La quantité, les propriétés physiques et la 
composition chimique des fractioins appelées acides fulviques ou acides humiques 
dépendent de la nature de la végétation, des constituants minéraux du sol et des 
conditions climatiques sous lesquelles les substances humiques se forment. 


Les résultats que nous venons d'exposer nous laissent supposer que certaines 
réactions se déroulent de la même manière dans tous les cas. Par la nature du couvert 
végétal et par les condiitons locales de réaction, les variations des propriétés des 
matières humiques peuvent apparaître mais la divergence existe seulement dans l'intensité 
et non pas dans le principe. La tâche future des chimistes consiste à préciser la consti- 
tution et la synthèse de ces substances naturelles dont je vous ai parlé. Ces recherches 
doivent faire appel à des disciplines voisines permettant de définir les différences de 
genèse des composés humiques et leur action sur les phénomènes pédologiques ainsi 
que l'importance biologique de la matière organique du sol sur la fertilité. 


(Recu pour publication en aoüt 1970.) 
69 


W. FLAIG 


CONTRIBUTION TO THE KNOWLEDGE OF THE CONSTITUTION AND THE 
SYNTHESIS OF HUMIC ACIDS 


SUMMARY 


First the author explains how to isolate humic acids and then he gives their 
caracteristics in accordance to their conditions of formation. He discuss widely 
their origin from lignins and phenols synthesize by microflora. Then he shows 
how nitrogen integrates when phenols condense with proteins of their metabolites. 
The classification of organic matter in the soil is also discussed. The splitting of 
humic acids into various under fractions is studied on synthetic as well as natural 
humic acids. Finally, the caracteristics that allow to give a relative being to a 
group of substances nammed « humic acids » are considered by taking in account 
their polymerisation and their physico-chemical behaviour. 
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